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抗腫瘍性連鎖球菌製剤の O K－431 と O K－432 が 宿主介在性 の 作 用 をも つ こ とが 報告 され て い る た
め， 担が ん マ ウ ス 牌細胞 の 腫瘍細胞増殖抑制作用 へ の O K－431の 影響に つ い て 検討 した． エ ー ル リ ッ ヒ が ん
細胞 を腹腔内 に 移植し た マ ウ ス また は P 388白血病細胞 を皮下 に 移植 した マ ウス に ， 移植24時間後か ら
O K－431 ま た は生理 食塩水くPSI を連続 7 日間， 7回腹腔内に 注射 した． 腫瘍細胞移植か ら10 日後に ， 脾
細胞 を OK－431 で処置 した担が ん マ ウ ス くO K－431脾細胞うま た は生理 食塩水で処置 した担が ん マ ウス くPS
脾細胞うよ り採取 し， 10％牛胎児血清加 ハ ン ク ス 掛 こ浮遊さ せ た． エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞あ るい は P388白
血 病細胞 を O K．431脾細胞 また は PS脾細胞 と1こ 100の 細胞比 で 混 合 し， 37
0
C に 2時間イ ン キ エ ペ ー 卜 し
た
． イ ン キ エ ペ ー ト後が ん細胞 を マ ウ ス側腹部の 皮下 に 移植 した． 脾細胞と混 合せ ずに イ ン キ ュ べ － ト し
た が ん細胞も対照 と し て 移植し た． 固型腫 瘍の 大き さ を長径くLうと短径くSうで 測定 し， 腫 瘍の 増殖 をくい
Sけ2 で 表示 した
． 移植 4 過後 の エ ー ル リ ッ ヒ が ん の 大き さ は次 の とお り で あ っ た 二 O K－431牌細胞処理腫
瘍細胞， 10．0士0．7 m 町 P S脾細胞処理腫瘍細胞， 13－3士0．7 m mこ 対照 腫瘍細胞， 20．0 士0．8 m m
． 移植
12 日後の P 388白血 病細胞 で は ， それ ぞ れ 9－8士0．3 m m ， 13．8士0．4m m， 11．2士0．3 m m で あ っ た ． こ の
結果 か ら ， O K－431脾細胞 で処理 した細胞 の 固型腰瘍の 大きさ は P S脾細胞 で処理 した細胞 ま た は対照腫
瘍細胞の 固型 腫瘍 よ りも 小さか っ た ． したが っ て ， O K．431 は担 がん マ ウ ス 脾細胞 の 腰瘍細胞増殖抑制作用
を増強す る こ と が明 らか に な っ た ．
Key w o rds O K－431， m OuS e Spleen c ell， tum Or grO Wth inhibitory a ctivity
ス ト レ プ トリ ジ ン S 産生酒遵薗 Su 株が 腫 瘍細胞を
傷害 ． 破壊 し， そ の 移植性 を阻害 す る こ と を Ko shi．
m ur aら1Jは実証し， O ka m oto ら2 1は同溶適菌 を ペ ニ シ
リ ン G 加 Be rnheim e r，s ba sal m ediu m 中で 加温 処理
する こ と で ， ス ト レ プ トリ ジ ン S 産生が消失 し， 抗腫
瘍効果が増強 した P じ B．45くO K－43い を開発 し た0 さ
らに ， 0王く．431 に凍結乾燥 な どの 処置を行 な う こ と に
よ っ て O K．43231が 製剤化され る に 至 っ た ． O K－431 お
よ び O K－432 製剤 の 抗腫瘍効果 は， 腰瘍細胞傷害の 直
接作用 の ほか ， 宿主 介在作用 に も よる こ と が Saku rai
ら4りこよ っ て 示唆 され ， や が て ， O K．432 は抗腫瘍性製
剤と して 臨床的に 用 い ら れ る に 至 っ た ． これ と共 に ，
宿 主介在作用 あ る い は免疫賦活剤と して の 研究も盛ん
に 行 な わjL， マ ク ロ フ ァ ー ジ5プ61， 各 種 リ ン パ 球7や
n atu r alkille r細胞の 賦清化8J， お よ びイ ンタ ー フ ェ ロ
ン誘起作用 9 － 1 21な どに つ い て 多く の 成果が発 表さ れ て
る
．
しか し， 免疫賦活の 作用 機構 な どに つtlて はま だ
不明 の 点が 多い こ とか ら， 本論文 で は， O K－431の 担が
ん マ ウ ス 脾細胞 に 対 する 影 響 に つ い て検討 を行 な っ
た
．
A bbreviatio n s 二F B S， fetal bovine s eru m ， K E， Kl inshe Einheit， P S， physiologic als alin e．
ti7－l 川 尻
一 河野 ． 西い 高トい 小 久保 ． 汗榔
材料 お よ び方法
工 ． 実験 動物
実験に は， dd Yマ ウ ス， D B A，J2 マ ウ ス お よ び B D Fl
マ ウ ス の 雌， 6 了 － 8遇 令を用 い た ．
工工 ． が ん 細胞浮 遊液の 調製
エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞腹腔内移植 10 日目の dd Yマ
ウ ス よ りが ん細胞 を採取 し， ハ ン ク ス 液くpH 7．2Iに て
3 回温L灘溶く1000rpm ， 7分間I 後， 10 ％牛胎児血清
加 ハ ン ク ス 液 げB Sハ ン ク ス 掛 に 浮遊 させ て ， 1 X
lO6細胞ノmlの 細胞浮遊液を作製し た．
D B A12 マ ウ ス で継代培養 し た P388白血病細胞 に
っ い て も 同様 に し て 5 X lO5細 胞ノ皿1の 細胞浮遊液 を
作製した．
工I王． O K－431 の作成
OK－431 は O ka m oto らの 方法2Iに よ っ て作 製 し た．
す なわ ち， 教室保存の 溶連菌Su 株 くA T C C21060，Su
壱削 を普通ブイ ヨ ン 100mlくpH 7．21 で 37
0
C， 20時間
培養 し， 菌体を冷生 理 食塩水で 2回洗溜 した弓乳 洗源
菌体 を 5mlの Ber nheim er
，
早 ba s al m ediu m 亡マ ル
ト ー ス 675m g， 2％硫酸 マ グ ネ シ ウム
． 7水塩 12n－1，
20％リ ン 酸 － カ リ ウム く水酸化ナ トリ ウムで pR 7．0に
調 勤 6 ml， 蒸溜水 66mり に 浮遊 す る． こ の 薗浮遊液
5 mlに 2 XlO5Uハ．25mlペ ニ シ リ ン G 生 理食塩水 1
ml を加 えて ， 3 アC20分乳 続 い て 貯 C 30分間の 加温
処置を行な っ て O K．431 を作製 した． こ の OK－431の
薗畳は50 K EImlくK Eこ 菌畳の 単位 で ， 1 K E は乾燥菌
0．1 m g に 相当するI で あ っ た ． O K－431 は低温下 に保
存 し， 1週間以内に 実験に 用 い た． 実験使用 時 に は 2
K Eノmlに 稀釈 して用 い た．
IV． 牌細胞浮遊液 の 調製
エ ー ル リ ッ ヒが ん細胞浮遊破 く7 X lO6細 胞ノmlう を
40 匹の dd Yマ ウ ス 腹 腔内 に 0．51nlず つ 移 植 し た の
ち， マ ウス を 20 匹ずつ 2群に 分け た． 1群 の マ ウ ス に
は， がん細胞移植 24時間後 か ら O K－431 を1 K Eノ頭ノ
日， 連続7 日間腹腔内投与 し， こ れ を O K－431投与群 と
し た
． 他の 1群 に は， 同 じく移植 24 時間後 か ら 生理 食
塩 水 を0．5 mll 頭ノ日， 連続 7日 間投与 し， これ を P S
投与群と した ． ま た， P338白血病細胞く1 X lO
7細胞ノ
mll を 20 匹の B D Fl マ ウ ス 皮下に 0．5 ml ずつ 移植 し
た の ち， マ ウ ス を10匹 ずつ 2群に わ け， 同様の 処置 を
行な い ， それ ぞれ ， O K－431投与群 お よび P S投与群 と
した
．
が ん細胞移植後 10 日目 に 各群の マ ウ ス よ り脾臓
を摘出し， こ れ を シ ャ ー レ 上 で ハ サ ミ を用 い て細切 し，
細挫組織 を ハ ン ク ス 液に 浮遊さ せ て渡拝後 ガ ー ゼで ろ
過 した． ろ液の 細胞浮遊液 を遠心く1500rpm ， 10分間1
した の ち， 沈漆 を0．83％塩化 ア ン モ ニ ウム 液に 浮遊さ
せ 室温 下 で 7 分間 静置し て 赤血 球 を溶 血 さ せ て 除 い
た ． つ い で ， こ の 処置細胞 を ハ ン ク ス 液で 3回 洗催し
た の ち ， F B Sハ ン ク ス 液 に 浮遊 さ せ て 1 X lO8細胞ノ
nl ， 5 x lO
7細胞ノml また は 3X lO7細胞ノ王mlの 各細胞
浮遊液 を作製 した．
V
． 牌細胞 に よ る in．viv o中和試験
担 が ん マ ウ ス肺細胞 に つ い て， エ ー ル リ ッ ヒ がん細
胞 あ る い は P388白 血 病細胞 に 対 す る 増殖抑制作用
を， W i王I nの 方法 用 に よ り調 べ た ． す な わ ち， 腫瘍細胞
と肺細胞 の 混 合比 1こ 1くjO にし た エ ー ル リ ッ ヒ が ん細
胞浮遊液く1 XlO6細胞ノmり 5 ml と脾細胞浮遊液く1 x
lO8細胞ノmlう5mlの 混 合液， 細胞混 合比 を 1ニ 30に し
た エ ー ル リ ッ ヒ が ん細 胞浮遊液 く1 X lO6細胞ハnl15
ml と脾紺胞浮遊液 く3 X lO7細胞ノml1 511 の 混合粗
相胞混 合比 を 1こ 100に し た P 388白血 病細胞浮遊液
く5 XlO5細胞ノm り 10ml と脾細胞浮遊液 く5 X lO7細
胞ノmり10 mlの 各混 合液を作製 し， 37
P
C に 2時間振返
し なが らイ ン キ エ ペ ー 卜し た ， つ い で遠心洗備後， ハ
ン ク ス 液 に 再浮遊さ せ ， 5 X lO6腫瘍細胞ノmlの 浮遊液
を作製 し， こ の 腫瘍細胞 と肺細胞 の 混 液 0．2 miを ddY
ま た は B D Flマ ウ ス の 側腹部皮下に 移植 し， 腰痛の 増
殖 を 4週 間ある い は 12 日間観察 した ． 腫瘍の 大きさ は
長径 くL m ml と短径 くS m ml の 平均値 くL＋Sユノ2
m mユ で 表示 し た．
成 績
エ ー ル リ ッ ヒが ん細胞移植 10 日目 の マ ウ ス よ り脾
臓摘出を行 っ た際， O K－431投与群の マ ウ ス に は腹水
の 貯留 は み と め ら れ な か っ たが ， P S投与群 の マ ウ ス
に は著明 な腹水の 貯留が み とめ ら れ た．
エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞と脾細胞 を1こ 30の 混合比 に
混 じて処理 した が ん細胞 を移植 して 4 週 間 その 増殖を
観察 した成績 は表1 に 示 した如 く で あ る． すな わち，
牌細胞で 処理 せ ずに が ん細胞 く対照 が ん細胞1 の み を
接種 した マ ウ ス で は， 腫 瘍径は 日時の 経過 と共 に増大
し， 特 に 3 退 か ら4 過 に か け て 増大 は著明 で 20．0士
0．8 m m を示 した． こ れ に 対 し， O K，431投与群 マ ウ ス
脾細胞 お よ び P S投与群 マ ウス 脾細胞 で 処理 した が ん
細胞の 増殖 は時間と共 に 直線的 に 増大 した が ， 対照が
ん 細胞 の 増殖 に 比 し て小 さ か っ た ． ま た， O K，431投与
群 お よ び P S投与群 マ ウス 脾細胞処理 が ん細胞間に お
い て は， 両が ん細胞の 増殖度は ほ と ん ど同じ で， 4過
後 の 腫 瘍 の 大 き さ は 13．0士0 ．7 m m と13．5士0．71T皿
で あ り， 両が ん細胞間に は差 はみ と め られ な か っ た ．
こ れ に 対 し， が ん細胞 と脾細胞 を 1ニ 100の 混合比 で 混
し こ処理 し たが ん細胞の 増殖は表2 に 示 した 如くで あ
る
．
対照 が ん細月払 O K－431投与群な ら び に P S授与群
O K－431の マ ウ ス 脾細胞 に お よ ぼす影響 に つ い て 675
マ ウ ス肺細胞処理 が ん細胞 は， い ずれ も 日時の経過と
共に 増殖 し たが ， 増殖度 は対照 が ん細胞 ， P S投与群，
っ い で O K－431 投与群 マ ウス 脾細胞処理 が ん細胞の 順
に 大 き く， 第 4 過 で は そ れ ぞ れ， 20．0 士0．8 m m，
13．3 士0．7 m m， お よ び 10．0士0．7 m m と ， O K－431投
与群 マ ウ ス 脾細胞処理 に よ りが ん細胞の 増殖は他の 2
群に 比 し て 有意に 抑制さ れ て い た ．
P388白血病細胞 を牌細胞と 1二 100の 混 合比 に 混 じ
て処理 した の ち B D Flマ ウ ス 皮下 に 移植 し た． P388r 白
血病細胞の増殖度に 関す る成績 は表ま一に 示 した如く で
ある． すな わ ち， O K－431投与群 マ ウ ス の 牌細胞処理 に
よる P 388白血 病細胞の 増殖 は， P S投与群 マ ウス 肺細
胞処理 P 388白血病細胞お よ び 脾細胞 で処 理 し なか っ
た P 388白血病細胞 の増殖 に 比 し て 明 ら か に．抑制 さ
れ， P 38白血病細胞移植後 12 日目 の 腫瘍の 大き さ は
そ れ ぞ れ 9．8士0．3 m m， 13．8士0．4 m m と 11．2士0．3
m m で あ っ た ． しか し， 各 P388白血病細胞を移植され
た マ ウス の 平均生存日数は ， それ ぞ れ 16．5 士0．6臥
15．5 士0．6 日 な ら び に 14．8士0．5 日 と善
一
は み と め られ
なか っ た ．
考 察
抗腫瘍性癖遵菌製剤 O E－431．な ら び に その凍結乾燥
標品 OK－432 の抗腫瘍効果 は， 腫瘍細胞 に 対す る 直接
傷害作用 と， 間接的な宿主介在作 用 に よ る とさ れ てい
る 川 ． 後者に 関 して は マ ク ロ フ ァ ー ジ51郎， T リン パ 球乃
な ら び に n atural killer細胞 の賦括化鋸の ほ か， イ ン
タ ー フ ェ ロ ン を誘起 す る9
－ 1 2Iな ど数 多く の報告 が あ
Table l． Gr o wth of Ehrlich carcin o rn a Cells pr etr e ated with splee n cells oftu m or be aring
micein a c ellr atio of lニ30
So urc e of sple e n c e11s
Tu m o r siz eくm ml
Weeks after ino c ulatio n of ca r cin o m a c ells
1 2 3 4
OK－431tr e ated tu m o r
be a rlng mic e
6．6士0．－4
a 8．2士0．4a lO．0士0．4a 13．0士0．7a
PS tre atedtu m o rbe a ring
m lC e 7 ．3士0．5 7．8土0．3
a lO．1士0
，4a 13．5士0．78
No n eくc o ntroり 9．2士0．5 11．3士0．3 14 ．8士0．2 20． 土0
．8
O K－43lor physiologic alsal ineくP SI w asinje cted intr ape rito ne a11y op7 s u cc e ssiv edays into dd Y
mic e which had bee nin o culated intraperltO n e ally with E hrlich c a r cln O m a Cells 24 ho u rspr e vio u s－
1y． On the lOth day afterin o c ulatio n， Splee n c ells w erF Obtain ed fr o mtho s emic e a nd mix ed withEhrlich c arcin o m a c ellsin a c e11r atio of 30ニ1， A fter ln C ubatio n of the mixtu re at370C f。r 2
hou rs，the tr e ated c ar cin o m a c ells w e rein o c ulated subcuta n e o u slyinto dd Y mic e． Gr o wth ofthe
S Olidtu m or w a s obse r v ed fo r4 wpeks a ndthe tu m9r Siz e w a s e xpre ss edasくlo ng dia m eter十Short
dia m eterV2． As the c o ntr ol， C a r Cln O m a C ells w er e ln O C ulated s ubc uta n e o u sly witho ut mixing with
Sple en c ells－ Ea ch v alu e r epre se nts the m e a n士S．E．M ． oflO mic e■ aSigni血二a ntly diffe re nt fr o m
C O ntrOlgr o up， Pく0．01くwith the stude nt
，
s t te stl．
Table 2． Gro wthof Ehrlich c a r cin o m a c ells pretre ated with sple e n c e11s oftu m o rbe a rlng
mic ein a c ellratio of lこ100
Sourc e oEsple e n c ells
Tu m o r siz eくm ml
We eks afterin o c ulatio n ofc a r cino m a c ells
1． 2 3 4
O K－4 3 1 tre ated tu m ol．
be a ring mic e
3 ．7土tl．4iり一 4 ．9士0 ．4こり ， 6．3士0．5a ，lI lO ．0士0．7a lb
PStre ated tu m orbe aring
m lC e
6．0士0．6a 7．4士0．3a 8．8士0 ．5a 13．3土0．7a
No n eくc o ntr oIJ 9 ．2士0．5 1 1．3士0 ．3 14 ．8士0．2 20 ．0土0．8
Expe rim e nt w a s c a rried o ut by the pr o c edu redes cribed in Table l， Ho w e v e r c a r cin o m a c e11s
Were mix ed with splee n c e11sin a c ellr atio of lこ1 0 ， a ndthe nino c ulateds ubc uta n e o u slyinto mic e．
aSigniBc a ntly differ e ntfr o m c o ntrolgr o up， Pく0．01．
bSigni丘c a ntly differ e ntfr o mP Stre atedtu m or
bea ring mic egro up， Pく0．01．
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る
． 本論文 は担がん状態の マ ウ ス 牌細胞に 対す る O K
431 の影響を検討した もの で あ るが ， こ れ に 関 して は，
稲葉ら1引は Balblc マ ウス に M lO9細胞 を移植 した の
ち O K－432 を投与した群と 非投与の 群と か ら牌細胞 を
分離 し， M lO9細胞に 対す る殺作用 を 玩 z琉 叩 で検討
し， O E－432投与マ ウ ス の 脾細胞 の 殺効果 が 強い こ と
を報告 して い る ． ま た山田 ら16りま K K N－1 腫 瘍細胞を
移植し た Balbノc ヌ ー ド マ ウ ス に O K－432 を 投与 し，
同マ ウス の脾細胞で処理 し た K K N－1細胞 を正常 マ ウ
ス に 移植 して も細胞 の 生者が み られ なか っ た と報告し
て い る． 本論文で は エ ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞 な ら び に
P3 88白血病細胞担 が ん マ ウ ス の 牌 細胞 に 対 す る
OK－431の 影響 を W in nの 方 法に よ っ て検 討 した も の
で あり， その 結果， OK－431の 投与 に よ っ て 担が ん マ ウ
ス の脾細胞が清性化さ れ た こ と は， 稲葉ら お よ び 山田
らの 報告と よく 一 致す る． しか し， 脾細胞の 構成は単
一 な 細 胞 に よ る も の で な く ， T リン パ 球， マ ク ロ
フ ァ ー ジな ど複雑 で あり， O E．431 がこれ らの 細胞 を
どの よう に して 賦活化す る か は依然と して 不明 で あ
り， また牌細胞の賦活化が担が ん状態に よ っ て どの よ
う に 変化す るか も不明で ある． これ らは今後検討す る
べ き課題と考 えられ る．
結 論
工 十 ル リ ッ ヒ が ん細胞な らび に P 388白血病細胞担
が ん マ ウス に O E－431投与 を行な い ， 同 マ ウ ス 脾細胞
の腫瘍細胞増殖抑制 に対 す る O K－431 の影響を W in n
の 方法に よ り検討 した． そ の結果腫 瘍細胞 と脾細胞 を
1ニ 100の 浪合比 に 混じ て処 理 す る と， 処理 腫瘍細胞 の
増殖 は有意に 抑制さ れ， 担が ん マ ウ ス の 脾細胞の 腫瘍
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Key w ordsニ OK－431， Mou se splee n cell， Tum orgr o w th inhibito ry acti vity
A bstra ct
As a ntic a n c e r str eptococ c alpr epa r atio n sO K－4 31a nd O K－4 3 2w er e repo rtedto po ss es s ahost
m ediated a ctio n
，
a n effe ct ofO K－4 31w a s e x a min ed on thetu m o r c ellgr o wth inhibito ry a ctivity
Of sple en c ells obtain ed fr om tu m o rbe aring mic e． O K－4 3 lo rphysiological s alin eくP SJ w as
lnJe Cted intr ape rito n e ally o n 7 su c c esiv edays into the mic e， Which had be e nino c ulated wit h
Ehrlich c a r cino m a c ells intr ape rito n ea11y o rP 3 8 8 1e uke mic cells s ubc uta n e o usly 2 4 ho u rspr e－
viou sly． On the l Oth day afte rin o culatio n ofthe tu m o r c ells， SPleen c ells w e r eisolated from
the tu m o rbe aring mic etr e ated withO K－4 3 1くO K－4 3 1sple e ncells o r with P SくPSsple en c ellsJ，
and s u spe nded in Ha nks s olutio n sup ple m e nted with l O％fetal bovin e s e r u m． E hrlich c a r cin o m a
Cells or P 3 8 8 1e ukemic c ells w e r e mix ed with the O K－4 3 1sple e n c ells o rthe P Ssple e nce11sin a
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cellratio of l二1 00and the nin cubated at 3 7
0
c fo r2 ho u rs． A fterin cubatio n， the c ancer c ells
w e rein o culated subc uta n e ously into mic e o nthe fla nk． Can c e rcells， W hich had be e nin c ubated
without sple e n c ells， W ereinoculated a st he c o ntrol－ T
he siz e ofa s olid tu m o r w a s m e asu r ed by
lo ngくLIa nd sho rtくSIdia m eter s a nd thegr owt hof t hetu m o r w a s e xpr e sed asくL＋SII2－ D im en －
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with the O K－4 3 1sple e n c ells， 1 0．0士0 ．7m 叫 the tu rnO r Cells tr e ated wit h the P Ssple e n c ells，
1 3．3 士0．7m 叫 tle C O ntrOl tu mo r c ells， 2 0．0士0．8m m ． T hos e of P 3 8 8 1eukemic cells 1 2 days
afte rin o culatio n w e r e9．8 士0．3m m ， 1 3．8士0．4m m a nd l l．2士0．3m m ， reSpe Ctiv ely ． T hese r e s ults
show ed that the solid tu m o r oft he cells treated with the O K
－4 3 1splee n cells w as s m alle rtha n
that of t he c ells tre ated with t he PS sple e n c ells o r of the c o ntr ol tu m o r c e11s． T hu s，itw as
sho wn that O K－43 1c aus ed the e nha n c em e nt of t he tu m o r cellgr o wth inhib ito ry activity of
splee n c ells of tu morbe arlng mic e．
